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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
35才男性。両親従兄弟結婚こOGTTで糖尿病型、高インスリソ血症、黒色表皮症あり。OGTTで
母は糖尿病型、妹は正常型で、ともに高インスリソ郎症を示した。Type Aイソスリソ受容体異常
症と考えられる症例についてイソスリソ抵抗性の梯序解明のため、イソスリソ受容対の蛋白レベルで
の楼能、及びその遺伝子の解析を行なった。
［方　法］
（》EBウィルス不死化リソパ球でのイソスリソ結合及び自己リソ酸化能の測定　リソホプレップに
より、分離されたリソバ球とEBウイルスを37℃　CO。7％条件下で2時間酵置、トラソスフォーム
した。インスリソ結合は12㌢標識インスリンにて測定した。培養リンパ球より、細胞をホモゲナイズ
した後、1％TritonX－100で可溶化し、WGAカラムに沈着させ、精製した。部分精製した受容対と
イソスリソと4℃、16hr醇置後、［γ32p］ATP、Mn、aCetate、CTPによりなる溶液を加え、4℃、
10分間反応させた。その後抗イソスリソ受容体抗体を加え、パソソルピソにて沈降させ、DTTを加
え、5分間煮沸した。その上清をSDS－PAGEにより分離し、オートラジオグラフィーを行なった。
◎genomicDNAの抽出及びDirect sequence患者のEBウィルス不死化リソパ球よりgenomicDNA
を抽出し、これを鋳型にしてイソスリソレセプター遺伝子の各エクソンをPCR法を用いて増幅した。
PCR productsをセソトリコソ30を用いて遠沈後、上清をagarose gelに泳動して目的断片を切り出
しSequenase ver2を用いて、direct sequenceを行なった。（参genomicDNA及びcDNA上でのallele
－SpeCific oligonucleotide hybridization PCRによりExon20を増幅し、Capillary blottingにより
filterに移し、プレハイブリ後、T4－Kinaseによりラベルされた正常primer、異常primerでのハイブ
リを検討した。
［結　果］
1）培養リソパ球でのイソスリソ結合は正常下限を示した。2）培養リソパ球より精製したイソス
リソ受容体の自己リソ酸化能はイソスリソ最大刺激時、正常の45％と低下を示した。3）Genomic
DNAを用い、イソスリソ受容体遺伝子の各エクソソをPCR法にて増幅し、direct sequenceにより、
kinase domainのExon20のcodonl193にTrp（TGG）→Leu（TTG）のヘテロ接合体として
の点突然変異を認めた。4）同部位の変異は本患者と同程度の抗イソスリソ血症を示す母親、妹にも
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認められ、母親由来であった。
［考　察］
本症例では、イソスリソ受容体のイソスリソ結合は正常下限、自己リソ酸化能の低下を認め、遺伝
子の塩基配列の決定により、βサブユットのkinase domainであるコドソ1193番目にヘテロ接合体
としてTrp→Leuの点突然変異を認めた。即ち、患者培養リソパ球でのイソスリソ受容体のチロシソ
キナpゼの低下、遺伝子解析によりkinase domainの、あらゆるtyrosinekinasefamilyでほぼ100
％保存された部位での点突然変異を認め、本症例のイソスリソ受容体のチロシソキナーゼ活性の低下
が予想されたが、Site－directed mutagenesisによりmutant cDNAを作成し、COS7細胞にtransi
ent expression Lた結果、Leu mutant receptorのチロシソキナーゼ活性は欠如していることを証
明しており（unpublished data）、本症例のイソスリソ抵抗性の原因として、イソスリソ受容体の
チロシソキナーゼ活性の低下が考えられた。母親、妹も本恩者と同程度の高イソスリソ血症を示し、
培養リソパ球から精製したインスリソ受容体の自己リソ酸化能も本患者と同程度の低下を認め、コド
ソ1193番目のTrp→Leuのヘテロの点突然変異が存在することから、母親、妹のイソスリソ抵抗性も
missense mutation　によるイソスリソ受容体のチロシソキナーゼ活性の低下が生じたためと考えら
れた。しかしながら、本患者、母親、妹での皮膚症状及び糖尿病の発症の時期の差異はmutant以
外の、他の因子の関与が考えられた。
［結　論］
本症例はイソスリソ受容体遺伝子のkinase domainのExon20のcodonl193にTrp一→Leuのヘ
テロ接合体としてのmissense mutationを認め、イソスリソ受容体のチロシソキナーゼ活性の低下
によるイソスリソ作用伝達障害のため、イソスリソ抵抗性が生じたと考えられた。
学位論文審査の結果の要旨
A型イソスリソ受容体異常症の－家系において、イソスリソ抵抗性の機序を解明するため、患者細
胞のイソスリソ受容体幾能、及びその遺伝子解析を行ない、以下の結果を得た。
1）イソスリソ結合は赤血球において、正常の約30％に低下し、培養リソパ球では正常下限を示した。
2）本人、母親、妹からの培養リンパ球より精製したイソスリソ受容体を用いた、イソスリソ最大刺
激時の自己リソ酸化能は、各々正常の約45％に低下していた。3）遺伝子解析により、イソスリソ受
容体遺伝子のチロシソキナーゼ領域がコードされているExon20上に［Trpl193（TGG）→Leu（TTG）］
のヘテロ接合体としての点突然変異を認めた。4）Allele specific oligonucleotidehybridization
により、変異遺伝子の存在を患者genomicDNA及びcDNA上で確認した。5）母親、妹におい
て患者と同部位に同じ変異を認め、患者の変異遺伝子は母親由来であることを確認した。6）変異部
位はイソスリソ受容体βサブルーチソユニットのチロシソキナーゼ領域にあり、チロシソキナーゼファ
ミリータソバク質の中でも高度にアミノ酸配列が保存されている領域であり、点突然変異によりイソ
スリソ受容体のチロシソキナーゼの障害が生じたと考えられた。
以上より、本症例ではイソスリソ受容体遺伝子のチロシソキナーゼ領域がコードされているExon
20上に［Trpl193（TGG）→Leu（TTG）］のヘテロ接合体としての点突然変異が認められ、その結
果としてイソスリソ受容体のチロシソキナーゼ活性の低下が生じ、イソスリソ作用の情報伝達障害の
ため、イソスリソ抵抗性が生じたと考えられた。
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本研究はA型イソスリソ受容体異常症のイソスリソ抵抗性の機序を明らかにしたものとして高く評
価され、博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。
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